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生物检定

基于 LC-MS/MS 法测定与利那洛肽共孵育后 T84 细胞中 cGMP 水平

臧宗武 1,2,3，白鑫 1,2,3，钱红 1,2,3，刘珉宇 1,2,3，杨振亚 4，徐智儒 1,2,3*

（1. 中国医药工业研究总院，上海 201203；2. 上海医药工业研究院，先导物成药性研究全国重点实验室，上海 200437； 

3. 上海市生物物质成药性评价专业技术服务中心，上海 200437；4. 苏州天马医药集团天吉生物制药有限公司，苏州 215000）

摘要　目的：建立液相色谱 - 串联质谱法测定与利那洛肽共孵育后人结肠腺癌肺转移细胞（T84 细胞）裂

解液中环磷酸鸟苷（cGMP）的浓度。方法：采用 Kromasil 100-5-C18（150 mm×2.1 mm，5 μm）色谱柱，以

0.1% 甲酸水溶液和 0.1% 甲酸甲醇溶液为流动相，梯度洗脱，柱温 50 ℃ ；采用电喷雾离子源（ESI-）和多

反应监测（MRM）模式检测，cGMP 和内标 8-Br-cGMP 检测离子通道分别为 m/z 344.20 → 150.00 和 m/z 
423.90 → 230.00。结果：cGMP 线性范围为 1~500 ng · mL-1（r ≥ 0.999），方法精密度、准确度、基质效应、提

取回收率均符合分析要求，使用该方法准确检测了 2 种利那洛肽胶囊制剂溶液给药后细胞中 cGMP 水平。

利那洛肽与 T84 细胞孵育 30 min 后，cGMP 水平发生显著的浓度依赖性变化，参比制剂及受试制剂的 EC50

值分别为 167.6、112.1 nmol · L-1。结论：本研究所建立的方法具有优异的选择性和准确性，能够有效定量

人结肠腺癌肺转移细胞裂解液中的 cGMP 水平，为相关药理学研究提供了一种可靠的分析工具。
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Abstract　Objective: To establish a liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method 
for determining the concentration of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) in lysates of human colon 
adenocarcinoma lung metastasis cells (T84 cells) after co-incubation with linaclotide. Methods: A Kromasil 100-
5-C18 column (150 mm×2.1 mm, 5 μm) was used with a mobile phase consisting of 0.1% formic acid in water and 

　　 *　通信作者　Tel：13761629745；E-mail：xuzhiru@sinopharm.com
　　　　第一作者　Tel：13636381947；E-mail: 549267190@qq.com



药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2025,45(2)·210·

 Journal  of  Pharmaceutical  AnalysisChinese药物分析杂志 ywfx.nifdc.org.cn

0.1% formic acid in methanol, employing a gradient elution at a column temperature of 50 ℃ . The detection was 
performed using an electrospray ionization (ESI-) source and multiple reaction monitoring (MRM) mode, with the 
monitored ion transitions for cGMP and the internal standard 8-Br-cGMP being m/z 344.20 → 150.00 and m/z  
423.90 → 230.00, respectively. Results: The linear ranges for cGMP were 1 to 500 ng · mL-1 (r ≥ 0.999). The method  
demonstrated precision, accuracy, matrix effects, and extraction recovery rates that met analytical requirements. 
The method was successfully applied to accurately detect cGMP levels in cells after administration of two types 
of linaclotide capsule formulations. A significant concentration-dependent change in cGMP levels was observed 
after co-incubation of linaclotide with T84 cells for 30 min, with EC50 values of 167.6 and 112.1 nmol · L-1 for 
the reference and test formulations, respectively. Conclusion: The method established in this study demonstrates 
excellent selectivity and accuracy, effectively quantifying cGMP levels in lysates of human colon adenocarcinoma 
lung metastasis cells, providing a reliable analytical tool for related pharmacological research.
Keywords: liquid chromatography-tandem mass spectrometry; cyclic guanosine monophosphate; cell lysate; 
linaclotide

环磷酸鸟苷（cyclic guanosine monophosphate，
cGMP），是在动物体内发挥信号传导作用的第二信

使，主要是鸟苷酸环化酶（guanylate cyclase，GC）分

解三磷酸鸟苷（guanosine triphosphate，GTP）得到的

产物，可被磷酸二酯酶（phosphodiesterase，PDE）降

解，其驱动的蛋白激酶、离子通道以及磷酸二酯酶

激活可引起多种生理反应 [1]。目前已有研究表明，

cGMP 信号系统是逆转阿尔茨海默病模型中突触可

塑性损伤和记忆缺陷的药理学靶标 [2]。cGMP 信号通

路不仅调节心血管 [3]、肾脏 [4]、肺 [5]、肝和脑功能 [6]，还

参与纤维化 [7]、炎症 [8] 及神经性病变 [2] 的发病机制，

也可能在疟疾等传染病中发挥作用 [9]。

鸟苷酸环化酶 C（GC-C）是 1 种主要表达于

肠上皮细胞的受体，与配体结合可以促进细胞分泌

cGMP，而 cGMP 信号系统是调节肠道上皮体液及离

子转运的重要因素之一。肠细胞内 cGMP 含量升

高，抑制钠氢交换蛋白 3（NHE 3），从而抑制 Na+/H+ 

交换，限制小肠与结肠中 H+ 分泌和 Na+ 吸收，使

Na+ 保留在肠腔内，导致管腔液潴留 [10]。另一方面，

cGMP 水平升高会刺激囊性纤维化跨膜传导调节剂

（CFTR）通道，激活 Cl- 和 HCO3
- 的分泌，从而升高

肠腔内的渗透压，导致水进入肠腔 [10-11]。利那洛肽

是高亲和力的 GC-C 激动剂，能够激活结肠上皮细

胞上的 GC-C，升高 cGMP 水平，增加液体分泌，减少

内脏超敏反应，导致胃肠道转运加速 [12]，影响肠道

水分吸收，促进粪便湿润，是治疗便秘的有效药物，

美国 FDA 批准该药用于治疗肠易激综合征伴便秘

（IBS-C）和慢性特发性便秘（CIC）。
目前，细胞、组织、血浆中 cGMP 水平检测方法最

常见的是酶联免疫分析法（ELISA 法），采用 ELISA 试

剂盒进行检测 [13]，该方法虽然灵敏度较高，但操作复

杂，整个试验流程耗时 2 d，且可能存在假阳性结果，检

测结果可靠性较差；其次为放射性免疫测定法 [14]，该

方法使用的核素具有放射性危害，操作有一定的环境

和人员要求，且示踪剂 125I 半衰期相对较短，使用有效

期不长。近年来，也有不少学者使用液相色谱 - 串联

质谱法（LC-MS/MS 法）测定 cGMP 含量 [15]，但大多是

对血浆及组织中 cGMP 含量的检测，未见细胞基质中

相关质谱检测方法的报道。本研究成功建立了 1 种

高效、准确的 LC-MS/MS 法，用于测定人结肠腺癌肺转

移细胞（T84 细胞）裂解液中 cGMP 的含量，并通过方

法学验证，确保了其可靠性。该方法为体外细胞实验

中 cGMP 的定量分析提供了一种稳健的技术手段，同

时结合体外实验结果，为相关药物的体外药效验证和

研发工作提供了重要的数据支持。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Triple Quad 5500 液质联用仪（AB Sciex 公司），

液相色谱为 ExionUHPLC/HPLC 系统（岛津公司），

UltiMate 3000 高效液相色谱仪（赛默飞世尔科技公

司），XP105DR/A 分 析 天 平（精 度 0.01 mg，Mettler 
Toledo 公司）。
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1.2　试药

鸟 苷 -3’，5’- 环 一 磷 酸 钠 盐（cGMP，批 号 
MKCP2470，规 格 25 mg）、内 标 8-Bromo-cGMP 
sodium（8-Br-cGMP，批号 23Z275-M1，规格 5 mg），
上海甄准生物科技有限公司；利那洛肽对照品（批

号 b220801，规格 30 mg）、利那洛肽胶囊制剂（批号

221201，规格为每颗 290 μg），苏州天马医药集团天

吉生物制药有限公司；利那洛肽胶囊参比制剂（批号

W054136，规格为每颗 290 μg），Almac Pharma Services 
Limited 公司；DMED/F12（HAM）1 ∶ 1 培养基（批号 
2250337，Viva Cell），上海达特希尔生物科技有限公

司；Viva Cell 胎牛血清（批号 2250340），上海达特希

尔生物科技有限公司；青霉素 - 链霉素溶液（100×）

（批号 C0222），上海碧云天生物技术有限公司；胰酶

（0.25%）、Gibco（批 号 2492941）、CCK8（Servicebio，
批 号 CR2401091）、磷 酸 二 酯 酶 抑 制 剂（3- 异 丁

基 -1- 甲基黄嘌呤，IBMX） （批号 P2568066），默克

美国 Sigma aldrich 公司； 磷酸盐缓冲生理盐水（1×）

（批号 8122408），上海达特希尔生物科技有限公司；

磷酸，色谱纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

盐酸，分析纯，国药集团化学试剂有限公司；甲酸，色

谱纯，赛默飞世尔科技公司；氨水，色谱纯，CNW 科

技公司；甲醇、乙腈，色谱纯，Merck KGaA 公司；水，

屈臣氏集团（香港）有限公司。

1.3　细胞系

T84 细胞（P4 代），购自上海复祥生物科技有限

公司。

完 全 培 养 基 配 比 为 体 积 比 90% DMED/F12
（HAM）1 ∶ 1 培养基，加入 10% Viva Cell 胎牛血清混

合，再加入 1% 青霉素 - 链霉素溶液（100×）。培养

箱条件 95% 空气，5% CO2，37 ℃。

2　方法与结果

2.1　色谱及质谱条件

2.1.1　色谱条件　采用 Kromasil 100-5-C18（150 mm× 
2.1 mm，5 μm）色谱柱，以 0.1% 甲酸水溶液和 0.1% 
甲酸甲醇溶液为流动相，梯度洗脱（0~0.8 min，95%A; 
0.8~2.8 min，95%A → 30%A;2.8~3.1 min，30%A → 0%A; 
3.1~3.8 min，0%A;3.8~4.0 min，0%A → 95%A;4.0~ 
6.0 min，95%A），流速（0~2.8 min，0.4 mL · min-1；2.8~ 
3.1 min，0.4 mL · min-1 → 0.6 mL · min-1；3.1~3.8 min， 
0.6 mL · min-1；3.8~4.0 min，0.6 mL · min-1 → 0.4 mL · min-1； 
4.0~6.0 min，0.4 mL · min-1），进样量 3 μL，柱温 50 ℃。

2.1.2　质谱条件　采用电喷雾离子化源（ESI），负
离子检测，多反应监测（MRM）模式；离子喷雾电压 
-4 500 V；气帘气 241.3 kPa，源温度 500 ℃，碰撞 
气 62.1 kPa。用于定量分析的监测离子通道：cGMP，  
m/z 344.20 → 150.00，碰撞电压 -34.11 V，去簇电压 
-71.10 V；8-Br-cGMP（内标），m/z 423.90 → 230.00，
碰撞电压 -31.88 V，去簇电压 -148.81 V。用于定性

分析的监测离子通道：cGMP，m/z 344.20 → 133.00，
碰撞电压 -50.11 V，去簇电压 -100.04 V。cGMP 质

谱扫描棒状图及化学结构式见图 1。
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图 1　cGMP 质谱扫描棒状图

Fig. 1　cGMP mass spectrometry scanning bar graph
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2.2　溶液配制

2.2.1　对照品储备液及工作溶液　cGMP 对照品用

50% 甲醇水溶液溶解并稀释至 2 000 μg · mL-1，即

得 cGMP对照品储备液。进一步用 50% 甲醇水溶

液稀释，得到质量浓度分别为 0.02、0.1、0.2、1、2、4、 
10 μg · mL-1 的 cGMP 标准曲线工作液；同法制备质

量浓度分别为 0.04、0.6、8 μg · mL-1 的质控工作液。

2.2.2　内标储备液及工作溶液　内标对照品（8-Br-
cGMP）用 50%甲醇水溶液溶解并稀释至 100 μg · mL-1，

即得内标储备液；继续用 50% 甲醇水溶液稀释，得到

质量浓度为 1 μg · mL-1 的内标工作液。上述溶液均

在 -20 ℃保存。

2.2.3　空白细胞裂解液　T84 细胞采集前于 12 孔

板铺板，待细胞长至 75%~85% 融合度，吸出培养基，

每孔加入 0.1 mol · L-1 盐酸 300 μL，于室温下裂解 
20 min 后，用细胞刮刀刮下细胞，得到细胞裂解混悬

液，于离心机中 4 ℃，1 000×g 离心 10 min 后取上

清，即得。

2.3　标准曲线样品及质控样品制备及前处理

取细胞裂解液 100 µL，分别加入不同浓度的标

准曲线工作液 5 µL，内标（1 μg · mL-1）5 µL，混合均

匀，用 Strata X 提取板进行固相萃取。然后用 1 mL
甲醇（含 0.1% 氨水）洗脱，收集洗脱液，40 ℃氮气流

吹干，加 5% 甲醇（含 0.1% 甲酸）100 μL 复溶，涡旋

混匀，离心（4 ℃，13 000 r · min-1）10 min，取上清至

液相进样瓶，4 ℃下保存待进样。

2.4　待测样品前处理

取细胞裂解液样品 100 μL，加入内标工作液 
（1 μg · mL-1）5 μL 混合均匀，按照“2.3”项下方法进

行处理。

2.5　方法学考察

2.5.1　选择性　分别取 6 个不同来源的空白细胞裂

解液，含内标 0.048 μg · mL-1 的细胞裂解液样本（取内

标溶液 5 µL，加入空白细胞裂解液 100 µL，涡旋 30 s） 
和 含 cGMP 0.48 μg · mL-1 的 细 胞 裂 解 液 样 本（取 
10 μg · mL-1 cGMP 标准曲线工作液 5 µL，加入空白

细胞裂解液 100 µL，涡旋 30 s），按“2.3”项下方法处

理（不加内标工作液，加入 50% 甲醇水溶液 5 µL，然
后进行 LC-MS/MS 分析测定）。另取含 cGMP 9.5× 
10-4 μg · mL-1 的细胞裂解液样本（取 0.02 μg · mL-1 
cGMP 标准曲线工作液 5 µL，加入空白细胞裂解液

100 µL，涡旋 30 s）和实际待测样品，按“2.3”项下方

法处理后，进行 LC-MS/MS 分析测定。结果（见图

2）cGMP 和内标的保留时间分别为 2.56 和 3.03 min，
内源性物质无干扰。

2.5.2　标准曲线及定量范围　取“2.3”项下对照品

标准曲线样本溶液，按照“2.1”项下条件检测，以

cGMP 的浓度为横坐标 X，cGMP 与内标 8-Br-cGMP
的峰面积比为纵坐标 Y，使用加权最小二乘法（W=1/
X2）进行线性回归，回归方程为

Y=0.061 7X+0.003 45　r=0.999 8
线性范围为 1~500 ng · mL-1。

2.5.3　精密度和准确度　精密量取“2.2.1”项下标准

曲线工作液 5 µL，按“2.3”项下方法操作，制备 LLOQ
和低、中、高浓度质控样品各 5 份，按照“2.1”项下

条件检测，考察方法精密度和准确度。结果见表 1、
2，批内及批间样品准确度在 98.1%~107.9%，精密度

RSD 不超过 11.5%，符合样品测定要求。

2.5.4　基质效应和回收率　使用 6 个不同来源的空

白细胞裂解液，按“2.3”项下方法制备 cGMP 质控低

浓度（LQC）、高浓度（HQC）样品溶液，每个来源及

浓度平行 3 份，考察基质效应。

按“2.3”项下方法分别制备提取前加标及提取

后加标 cGMP 质控低、中、高浓度细胞裂解液样品溶

液各 3 份，将提取样品待测物峰面积同未提取样品

（提取后加标）待测物峰面积的平均值相比较，计算

待测物及内标的提取回收率，以考察方法的提取回收

率。细胞裂解液中 cGMP 测定的基质效应结果见表

3。准确度在 101.5%~112.8%，精密度 RSD 不超过

14.6%。基质不影响 cGMP 含量测定。

低、中、高浓度质控样品回收率分别为（86.3± 
3.3）%、（85.4±5.2）%、（86.7±2.6）%，内标提取回收

率为（84.4±3.5）%，各浓度回收率精密度 RSD 小于

15.0%，且内标与待测物回收率较为一致，符合要求。

2.5.5　稳定性考察　精密量取“2.2.1”项下质控工作

液 5 µL，按“2.3”项下方法操作，制备 cGMP 质控低

浓度（LQC）、高浓度（HQC）细胞裂解液样品溶液各

5 份，按照“2.1”项下条件检测，考察样品处理前室

温放置 4 h、处理后进样器放置 40 h、冻融循环 2 次、-
80 ℃冻存 6 d 的稳定性。各浓度的精密度 RSD 不超

过 10.6%，准确度在 98.6%~111.0%，表明在以上条件

下，cGMP 在细胞裂解液中稳定性良好，见表 4。
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A. 空白细胞裂解液样品（negative control of cell lysate sample）　B. 仅含内标 0.048 μg · mL-1 细胞裂解液样品（contains only internal standard 0.048 μg · mL-1 
cell lysate sample）　C. 最低定量限浓度 9.5×10-4 μg · mL-1 待测物细胞裂解液样品（the minimum quantification limit concentration was 9.5×10-4 μg · mL-1 
for the cell lysate sample of the test substance）　D. 仅含定量上限 0.48 μg · mL-1 待测物浓度样品（only containing a sample with a quantitative upper limit of  
0.48 μg · mL-1 of the analyte concentration）　E. 实际待测样品（actual sample to be tested）
图 2　cGMP（1）与内标（2）的色谱图

Fig. 2　Chromatograms of cGMP (1) and internal standards (2)
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表 1　批内准确度、精密度试验结果（n=5）

Tab. 1　Results of intra-precision and intra-accuracy

理论浓度

（theoretical 
concentration）/
（ng · mL-1）

批内精密度准确度 -1
（intra-precision and intra-accuracy-1）

批内精密度准确度 -2
（intra-precision and intra-accuracy-2）

批内精密度准确度 -3
（intra-precision and intra-accuracy-3）

实测值

（determined） 
±SD/

（ng · mL-1）

精密度

（precision）
RSD/ %

准确度

（accuracy）
/ %

实测值

（determined） 
±SD/

（ng · mL-1）

精密度

（precision）
RSD/ %

准确度

（accuracy）
/ %

实测值

（determined） 
±SD/

（ng · mL-1）

精密度

（precision）
RSD/ %

准确度

（accuracy）
/ %

1     1.04±0.06 5.7 104.00     1.00±0.12 11.5 100.2     1.06±0.04 3.8 105.8 
2     2.06±0.15 7.2 103.2     2.03±0.06   2.9 101.6     2.16±0.17 8.0 107.9 
30   29.93±0.95 3.2   99.8   29.43±0.75   2.6   98.1   31.55±1.38 4.4 105.2 
400 405.44±12.76 3.2 101.4 407.03±5.23   1.3 101.8 428.26±13.01 3.0 107.1 

表 2　批间准确度精密度实验结果（n=15）

Tab. 2　Results of inter-precision and inter-accuracy
理论浓度

（theoretical concentration） /（ng · mL-1）

实测值

（determined）±SD/（ng · mL-1）

精密度

（precision）RSD/ %
准确度

（accuracy）/ %
1 1.03±0.08 7.4 103.3 
2 2.08±0.14 6.6 104.2 
30 30.30±1.36 4.5 101.0 
400 413.57±14.79 3.6 103.4 

表 3　T84 细胞裂解液中 cGMP 测定的基质效应结果

Tab. 3　Matrix effect results of cGMP in T84 cell lysate
基质编号

（matrix number）
样品

（sample）
浓度（concentration）/ 

（ng · mL-1）

平均（mean）/
（ng · mL-1）

SD
精密度（precision） 

RSD/ %
准确度（accuracy）/ 

 %
1 LQC 2.23 2.10 2.27 2.20 0.09 4.0 110.0

HQC 427.95 415.77 407.70 417.14 10.19 2.4 104.3
2 LQC 2.20 2.24 1.99 2.14 0.13 6.3 107.2

HQC 400.63 431.14 407.21 412.99 16.06 3.9 103.2
3 LQC 2.06 1.72 2.31 2.03 0.30 14.6 101.5

HQC 428.25 390.95 415.35 411.52 18.94 4.6 102.9
4 LQC 2.21 2.26 2.22 2.23 0.03 1.2 111.5

HQC 488.02 428.33 424.22 446.86 35.71 8.0 111.7
5 LQC 2.41 2.23 2.13 2.26 0.14 6.3 112.8

HQC 409.77 429.80 431.42 423.66 12.06 2.8 105.9
6 LQC 2.23 2.24 2.22 2.23 0.01 0.4 111.5

HQC 409.93 421.59 421.51 417.68 6.71 1.6 104.4

表 4　T84 细胞裂解液样品中 cGMP 稳定性实验结果（mean ± SD）

Tab. 4　Results of cGMP stability in T84 cell lysate samples

稳定性试验

（stability test item）

实测值

（determined） ± SD/（ng · mL-1）

精密度

（precision）RSD/%
准确度

（accuracy）/ %
LQC HQC LQC HQC LQC HQC

处理前室温放置 4 h（4 hours at room 
temperature before processing）

2.16±0.23 394.32±27.08 10.6 6.9 108.0   98.6

冻融循环 2 次（freeze - thaw two cycles） 2.08±0.11 393.22±8.41   5.5 2.1 103.9   98.3
-80 ℃冻存 6 d（storage at -80 ℃ for 6 d） 2.22±0.08 428.48±16.30   3.5 3.8 111.0 107.1
处理后进样器放置 40 h（after sample 
processing, place it in the sampler for 40 h)

2.17±0.20 415.66±14.60   7.0 3.5 108.7 103.9 
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2.6　利那洛肽共孵育试验

2.6.1　利那洛肽胶囊有效成分提取及测定　取参比

制剂与受试制剂各 3 颗，将内容物分别倒入离心管，

加入磷酸盐缓冲生理盐水 1 140 μL，振荡 30 min 提取

有效成分（理论浓度为 5×105 nmol · L-1），过 0.22 μm 
无菌滤膜得到母液，依据 HPLC 检测结果，使用磷

酸盐缓冲生理盐水将母液梯度稀释，得到 200 000、
100 000、50 000、5 000、2 000、1 000、500、250、 
50 nmol · L-1 9 个浓度梯度的溶液。

利那洛肽 HPLC 检测条件：采用 Kromasil 100-
5-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm）色 谱 柱，以 乙 腈

（A）-0.2% 磷酸水溶液（B）为流动相，梯度洗脱（0~ 
1.50 min，50%A；1.50~3.00 min，50%A → 90%A； 
3.00~3.01 min，90%A → 50%A；3.01~4.00 min，50%A），

流速为 1 mL · min-1，进样量 5 μL，柱温 40 ℃，检测波

长 220 nm。

2.6.2　不同浓度药物对细胞活力的影响　将 T84 细

胞以每孔 4×104 个的数量接种于 96 孔板中，每孔加

培养基 100 μL，培养 72 h，待细胞贴壁生长至对数期

进行给药。试验设置受试组、参比组，共 9 个浓度梯

度，分别为 20 000、10 000、5 000、500、200、100、50、
25、5 nmol · L-1，每个浓度设 5 个复孔。以换液的形

式给药，培养 24 h 后，每孔加入 CCK 8 试剂 10 μL，
孵育 1.5 h，轻微振荡后置于自动酶标仪中，设置检测

波长为 450 nm，测定吸收度并计算细胞存活率。设

置组别为受试制剂组（受试制剂处理后 T84 细胞）、

参比制剂组（参比制剂处理后 T84 细胞）、对照组（不

加药物溶液的 T84 细胞）和空白组（不加细胞的空白

培养基），细胞存活率 =（实验组吸收度 - 空白组吸收

度）/（对照组吸收度 - 空白组吸收度）×100%。结

果表明，利那洛肽的受试制剂及参比制剂药物浓度在

5~20 000 nmol · L-1 范围内对细胞活力（A）均无影响，

并且 2 种制剂对细胞活力影响无显著性差异，见图 3。
2.6.3　2 种制剂给药后细胞裂解液中 cGMP 检测　试 
验前 2~3 d 采用 12 孔板铺板培养待试验细胞，待

细胞长至 75%~85% 融合度即可开始试验。吸除旧

培养基后，每孔加入含 1 mmol · L-1 磷酸二酯酶抑

制剂 IBMX 的新培养基 900 μL 细胞孵育 10 min，其
中 IBMX 是为了防止细胞培养体系中磷酸二酯酶

对 cGMP 的降解。之后每孔加入药液（空白组加入 
100 μL 磷酸盐缓冲生理盐水）100 μL 孵育 30 min，
给药终浓度为 20 000、10 000、5 000、500、200、100、
50、25、5 nmol · L-1，每个浓度设 3 个复孔，孵育结束
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图 3　不同浓度利那洛肽对 T84 细胞活力的影响

Fig. 3　The impact of linaclotide at different concentrations on T84 
cell viability

后吸除含药液的培养基，每孔加入 0.1 mol · L-1 盐酸

300 μL，室温下裂解细胞 20 min，细胞刮刀刮除，收

集裂解液在 4 ℃下 1 000×g 离心 10 min，取上清，按 
照“2.4”项下方法制备供试品溶液，在“2.1”项色谱

与质谱条件下，每次进样 3 μL 进行分析。结果（表

5）表明，2 种利那洛肽胶囊制剂药物提取液以不

同浓度给药后，T84 细胞中的 cGMP 水平增加。对

药物不同浓度及 cGMP 浓度对数进行非线性拟合

（图 4），对检测结果进行四参数法非线性拟合，计算

EC50，并采用 t 检验进行统计。利那洛肽与 T84 细胞

孵育 30 min 后，cGMP 水平发生显著的浓度依赖性

变化，参比制剂和受试制剂的 EC50 值分别为 167.6、 
112.1 nmol · L-1，对 2 种制剂不同浓度下 cGMP 数据

做差异性统计，结果显示方差齐性，F 检验结果 P 值

为 0.925 8。2 种制剂间 logEC50 进行非配对双尾 t 检
验，P 值为 0.141 4，2 种制剂差异无统计意义。

表 5　2 种制剂利那洛肽给药后 T84 细胞裂解液中 

cGMP 浓度（mean ± SD，n = 3）

Tab. 5　cGMP concentration in T84 cell lysate after 

administration of two kinds of linaclotide capsules
给药剂量

（dosage）/
（nmol · L-1）

裂解液中 cGMP 浓度

（cGMP concentration in lysate）/（ng · mL-1）

221201 W054136
5     3.91±0.15     3.49±0.35

25   18.67±0.63   14.58±0.78
50   35.48±3.35   35.39±1.69

100   55.92±3.22   48.41±2.44
200   83.56±8.12   60.12±4.52
500   98.16±15.80   85.24±1.61

5 000 127.29±8.49 123.75±2.66
10 000 131.62±7.72 113.52±6.20
20 000 106.05±3.44 117.93±15.76
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图 4　不同浓度药物对 T84 细胞 cGMP 激动作用的非线性拟合图

Fig. 4　Non-linear fitting graph of the effect of different concentrations 
of linaclotide on the cGMP activation in T84 cells

3　讨论

cGMP 作为一种广泛存在于动物细胞的胞内信

使，影响机体生理变化，并在多种疾病机制中发挥重

要作用，因此对其水平测定具有重要意义。目前已有

报道使用 LC-MS/MS 方法检测 cGMP 含量，但大多仅

涉及血浆 [15-16] 中 cGMP 的检测，少数涉及组织 [17] 和

脑脊液 [18] 等，未见对于细胞中 cGMP 的检测。

对于细胞检测方法的开发与其他基质有一定差

异，血浆及组织样品中蛋白含量较高，分析时往往会

在流动相或前处理阶段加入甲酸铵等缓冲盐去除基

质中蛋白影响，以改善峰形，这在一定程度上增加了

方法的复杂性 [15-17]。细胞裂解液样品中蛋白含量远

低于血浆及组织，前期方法摸索阶段使用缓冲盐，出

现了明显离子抑制情况，影响方法灵敏度，后期流动

相仅使用含甲酸的甲醇与水，待测物响应得到明显提

升，也使方法得到一定简化。但细胞裂解液样品也

带来另外的挑战，cGMP 呈酸性，pKa 为 1.03±0.60，
使用强酸性裂解液 0.1 mol · L-1 盐酸裂解细胞能使

cGMP 更稳定，并能将其从细胞中提取，这也导致样

品酸性过高，待测样品批次大会影响柱效，需要考虑

样品酸碱性对色谱系统的影响。由于基质蛋白含量

低，样品前处理优化阶段曾尝试用细胞裂解液 2 倍体

积的甲醇、一倍体积的乙腈分别进行蛋白沉淀后直接

进样分析。但处理后的样品酸性强，对色谱柱有一定

影响，峰形变差，且空白基质样品中杂质与 cGMP 极

性相近，较难分离，干扰较为严重。为此，考虑采用

Ostra 磷脂过滤板对样品进行前处理，以去除空白基

质干扰，结果显示，基质干扰明显减轻，但样品响应也

有降低，且甲醇、乙腈等沉淀剂也对样品进行了一定

程度的稀释，使得样品检测灵敏度更低，难以达到检

测要求，待测物响应不呈线性，另外也未解决样品酸

性问题。后尝试采用 Strata X 提取板固相萃取的方

法进行样品前处理：在处理过程中，由于水溶性好，

cGMP 在 5% 甲醇水或水淋洗阶段即被洗脱，无法在

柱上保留，故此次萃取程序舍去淋洗步骤，活化进样

之后直接使用甲醇进行洗脱；为增加洗脱效率，在甲

醇中加入 0.1% 氨水；为提高方法的灵敏度，洗脱后

进行氮吹浓缩，使用初始比例流动相复溶。该方法处

理过程重复性高，结果显示待测物线性关系良好。

用上述分析方法检测给药后 T84 细胞中的

cGMP 水平，对比了参比制剂与受试利那洛肽胶囊

制剂，显示参比制剂和受试制剂给药后 T84 细胞中

cGMP 水平有明显升高，对 T84 细胞中 GC-C 受体具

有显著浓度依赖性的激动作用，EC50 分别为 167.6、
112.1 nmol · L-1，与文献报道的 99 nmol · L-1[19] 较为 
一致。

另外，本次试验同时使用 ELISA 试剂盒对样品

进行了检测，检测结果基本低于 LC-MS/MS 测定浓

度，推测可能是细胞裂解液酸性过高，缓冲溶液的稀

释体积不足，与试剂盒的标准曲线样品不能完全匹

配。而使用 ELISA 试剂盒检测与质谱检测相比，操

作步骤复杂，反应步骤较多，反应时间较长，且试剂

盒虽然灵敏度高，但线性范围较 LC-MS/MS 窄几十

倍，对于高浓度样品溶液有时需要进行多步稀释，这

给样品分析增加了难度及误差。虽然 LC-MS/MS 检

测方法样品前处理时间更短，线性范围宽，样品稀释

步骤少，大多数样品无须进行稀释，实验结果稳定可

靠，重复性高，可为后期药物研究提供可靠的生物分

析方法，但因其设备昂贵，难以普及，也使得应用范围 
受限。
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